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computationally. The obtained results allow for optimizing 
both the operative variables and the economic aspects of 
industrial processes.
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1. INTRODUCCIÓN
La investigación básica y aplicada dirigida a la 
manufactura a escala industrial de productos deri-
vados de lípidos se ha apoyado en el excedente de 
grasas y aceites de los países más desarrollados. 
Los avances científicos-tecnológicos en el área, 
han permitido sustituir procesos químicos, que re-
quieren alto consumo de energía, por procesos en-
zimáticos que emplean condiciones suaves de re-
acción y presentan además mayor actividad y 
especificidad (Arrollo, 1998; Maroto et al., 2001; 
Schmid et al., 2001; Ramachandran et al., 2002; 
Cuellas, 2005).
Las lipasas (EC 3.1.1.3) se encuentran amplia-
mente distribuidas en la naturaleza y pueden catali-
zar una amplia gama de reaccio nes químicas, mu-
chas de las cuales constituyen un importante 
potencial tecnológico en industrias alimenticias, 
farmacéuticas y de detergentes. La hidrólisis rever-
sible de triglicéridos originando ácidos grasos y gli-
cerol es una de las aplicaciones más importante. 
Esta reacción tiene lugar a través de pasos inter-
medios que dan lugar a la formación de diglicéridos 
y monoglicéridos (Jaeger y Reetz, 1998; Nardini et 
al., 2000; Jaeger y Eggert, 2002; Shamel et al., 
2007; Illanes, 2008).
Si bien se cuenta con una extensa bibliografía 
sobre la hidrólisis de grasas y aceites, aun no se 
ha descrito un modelo que prediga las velocidades 
de hidrólisis en forma adecuada. Sin embargo, en 
general, distintos estudios aseguran que el modelo 
cinético de “ping-pong bi-bi”, se ajusta para descri-
bir la acción catalítica de las lipasas independien-
temente de la reacción considerada (figura 1) 
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SUMMARY
Modeling of an immobilized lipase tubular reactor for 
the production of glycerol and fatty acids from oils.
Advances in the design of a bioreactor in the fats and 
oils industry have permitted the hydrolysis of triglycerides 
in mild conditions and improved productivity while avoiding 
the formation of unwanted byproducts. The present work 
develops a mathematical model that describes the hydrolytic 
activity of a tubular reactor with immobilized lipases for the 
production of glycerol and fatty acids from the oil trade. Runge 
Kutta’s numerical method of high order has been applied, 
considering that there is no accumulation of the substratum 
in the surface of the membrane, where the enzyme is. At the 
same time, different equations based on the kinetic model 
of Michaelis Mentens and the Ping-Pong bi-bi mechanism 
were examined. Experimental data in discontinuous systems 
are the basis for the development of the quantitative 
mathematical model that was used to simulate the process 
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1998; D Olivera et al., 2002; Fernández-Lorente et 
al., 2006). 
El objetivo del presente trabajo, consiste en de-
sarrollar un modelo que permita predecir el com-
portamiento de un reactor continuo de Lipasa B de 
Candida antártica inmovilizada con actividad hidro-
lítica para la obtención de ácidos grasos y glicerol. 
Para tal fin se han obtenido derivados inmoviliza-
dos en polietileno de alta densidad activado previa-
mente con glutaraldehído y se ha evaluado su acti-
vidad en reacciones discontinuas utilizando como 
sustrato aceite de girasol comercial. A partir de es-
tos ensayos se obtuvieron los parámetros cinéticos 
del proceso. Los resultados obtenidos, permitirían 
optimizar tanto las variables operativas como los 
aspectos económicos de procesos industriales
2. MATERIALES Y MÉTODOS
2.1. Materiales y equipamiento 
Reactivos
Lipasa B de C. antartica de Novozyme (5000 U/ml). 
Aceite puro de girasol comercial marca “Cañuelas”, 
origen Argentina. Polietileno de alta densidad sin-
terizado de 50% de porosidad y 70 µm promedio 
de diámetro de poro. Glutaraldehído Sigma. Acido 
oleico aportado generosamente por la empresa 
Chr Hansen Argentina SAIC. El resto de los reacti-
vos y sol ventes empleados en las diferentes técni-
cas fueron de grado analítico.
Equipos
El estudio se llevo a cabo en base a un reactor 
de acrílico, que contiene un tubo de polietileno de 
alta densidad que actúa como soporte de la enzi-
ma. La porosidad de este material es del 50% y el 
diámetro promedio de los poros es 70 µm. Las me-
didas de este tubo son: 6 cm de longitud, 12.7 mm 
de diámetro externo y 4 mm de diámetro interno. El 
área de intercambio efectiva es 0.1 m2/g y la capa-
cidad del reactor es 7 ml aproximadamente. 
2.2. Metodología
Los ensayos experimentales se realizaron por 
triplicado y el error experimental no sobrepaso en 
ningún caso el 10 %.
Inmovilización de la lipasa
Para obtener el derivado enzimático se recurrió 
a un protocolo mixto de inmovilización. En primer 
lugar, el polietileno se puso en contacto 24 hs con 
una solución de glutaraldehído al 10%. Al cabo de 
este período de tiempo, el soporte fue lavado con 
buffer fosfato pH 7 e incubando por 24 hs en una 
solución al 50% de la enzima. Finalmente, el exce-


























E-FA: Interrmediario enzimático acilado





Representación esquemática del mecanismo ping-pong 
bi-bi para la hidrólisis de grasas y aceites.
(Cleaned, 1963; Torres et al., 2007; Chew, et al., 
2008).
El auge en el empleo de enzimas industrialmen-
te, ha permitido desarrollar técnicas de inmoviliza-
ción enzimática que permiten la reutilización, mejo-
ra la estabilidad y facilita el desarrollo de procesos 
continuos. A pesar de estos beneficios, no siempre 
es factible trabajar con una enzima inmovilizada. 
La aplicación de esta tecnología depende de distin-
tos factores como: la elección del método de inmo-
vilización y del soporte; las condiciones de opera-
ción; el tiempo de vida útil del catalizador; el cambio 
de escala y el control del desarrollo microbiano du-
rante el proceso (Malcata et al., 1990; Paiva et al., 
2000; Maroto et al., 2001; Schmid et al., 2001; 
Cuellas, 2005; Moreno Safra y Perea Villamil, 
2008).
Las lipasas han sido inmovilizadas por diferen-
tes métodos: adsorción, entrecruzamiento, unión 
covalente y atrapamiento físico, utilizando como 
soporte tanto materiales orgánicos, como inorgáni-
cos. Sin embargo los protocolos que involucran 
técnicas mixtas, confieren mayor estabilidad y re-
sistencia al biocatalizador. En general, estos proce-
dimientos consisten en inmovilizar las lipasas en 
una resina de intercambio iónico o un soporte poli-
mérico utilizando un reactivo de “cross-linking” co-
mo, dialdehídos, diiminoésteres, diisocianatos, sa-
les de bisdiazonio y diaminas. Estos reactivos 
bifuncionales favorecen la unión tanto con el sopor-
te como con la enzima (Balcào et al., 1996; Arroyo, 
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et al., 2007; Torres et al., 2007; Chew et al., 2008; 
Al-Zuhair et al., 2009).
Como el número de parámetros requeridos por 
el mecanismo Ping Pong bi bi en su forma general 
es grande, es muy posible que ocurra una sobre-
parametrización. Es decir, el número de paráme-
tros del modelo es mayor que el número de grados 
de libertad del mismo. Para evitar esto se han apli-
cado algunas simplificaciones. Asumiendo que 
existe un paso limitante en la reacción, se pueden 
plantear dos posibilidades:
1) Que el paso limitante de la reacción sea la 
deacilación (mecanismo A).
2) Que el paso limitante de la reacción sea la 
acilación (mecanismo B).
Estos mecanismos se pueden ver en una forma 
sencilla como diagramas de King Altman (Figura 2).





Km,G  [G]       (1)
con buffer fosfato. La determinación de la proteína 
inmovilizada se realizó por diferencia entre el con-
tenido to tal de proteína en la solución enzimática 
inicial y la proteína final soluble una vez terminado 
el proceso de inmovilización. La proteína en la so-
lución enzimática fue determinada mediante el mé-
todo de Bradford (1976) utilizan do albúmina de 
suero bovino como estándar. 
Evaluación de la actividad hidrolítica
El grado de hidrólisis del aceite se llevó a cabo 
mediante la técnica colorimétrica de Lowry y Tins-
ley (1976). Este método consiste en colocar un vo-
lumen de muestra a determinar en un recipiente, 
agregar 5 ml de benceno y agitar hasta disolver la 
muestra. Luego, se agrega 1 ml de reactivo I (solu-
ción acuosa de acetato de cobre al 5% filtrado, 
ajustando a pH 6.0-6.2 con piridina) y se agita en 
vortex durante 2 minutos. A continuación, se centri-
fuga 5 minutos a velocidad máxima. Por último, se 
mide espectrofotométricamente la fase superior a 
715 nm.
Para obtener la concentración de ácidos grasos 
[% v/v] se realizó una curva patrón con ácido oleico 
puro.
Constantes cinéticas
Los parámetros cinéticos fueron calculados por 
regresión no lineal, a partir de datos experimentales 
determinados en un reactor batch con agitación. 
2.3. Desarrollo del modelo matemático
Para caracterizar al biorreactor, se propone 
analizar el comportamiento de diferentes modelos 
cinéticos sobre una serie de datos experimentales 
obtenidos en un reactor discontinuo. 
Para el desarrollo del modelo se tuvieron en 
cuenta los siguientes aportes:
a) La velocidad de reacción de hidrólisis. 
b) La velocidad de pérdida de la actividad de la 
enzima inmovilizada.
c) Balances de materia macroscópicos.
d) Mecanismo de la hidrólisis enzimática
La reacción catalizada por la lipasa puede ser 
vista como la producción de un residuo alcohol y 
un ácido graso libre a partir de cada molécula de 
glicérido.
En cuanto a la velocidad de reacción, se aplica-
ron mecanismos ping-pong bi-bi. En todos los ca-
sos la concentración de sustrato se representa co-
mo la concentración molar de puentes ésteres 
accesibles [G]. Este tipo de modelo cinético, similar 
al mecanismo de hidrólisis de la quimiotripsina, 
provee un ajuste adecuado de los datos experi-
mentales en la acción catalítica de las lipasas (Cle-
land, 1963; García, 1992; Malcata, 1990; Malcata 
et al., 1992a; Paiva et al., 2000; Ramachandra et 






































Diagramas de King Altman correspondientes a formas 
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continuo; de esta forma es posible predecir el com-
portamiento de dicho biorreactor. El modelo pro-
puesto para la reacción en un equipo continuo es el 
siguiente:
d [G]
dt   
F1
V  [G0]  
F2
V  [G]  rv,hid, 
a(t)
a0
       (6)
donde F1 es el flujo de entrada, F2 es el flujo de sa-
lida y V es el volumen del equipo.
Definiendo al tiempo de residencia, tr, como el 
cociente entre el volumen del equipo y el flujo de 
entrada o de salida, y asumiendo que las corrien-
tes de alimentación y de descarga son iguales, en-
tonces:
1
tr   
F1
V   
F2
V         (7)
y la ecuación (6) se puede escribir como:
d [G]
dt   
1
tr  ([G0]  [G])  rv,hid e
kdt
       (8)
Integrando esta ecuación, con condición inicial 
t  0 → [G]  [G]i y reemplazando con las expre-
siones de velocidad, se puede obtener la variación 
de la corriente de salida con el tiempo, es decir, 
que cantidad de producto se forma en el interior del 
reactor en función del tiempo. 
Los estudios de simulación computacional, se 
llevaron a cabo mediante el toolbox Simulink del 
software Matlab®.
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
3.1. Proceso de inmovilización 
La obtención del derivado enzimático se realizo 
a partir de la inmovilización de la enzima lipasa B 
de C. antartica en una membrana de polietileno ac-
tivado previamente con glutaraldehído. Este proce-
dimiento mixto de inmovilización permite obtener 
de forma sencilla biocatalizadores con alta activi-
dad, estabilidad y resistencia. Trabajos previos rea-
lizados en distintos soportes coinciden que el em-
pleo de gluaraldehído como agente bifuncional 
mejora la estabilidad de los derivados sin afectar la 
actividad enzimática, aumenta la versatilidad y am-
plia la aplicación de las enzimas inmovilizadas en 
distintos procedimientos. (Gray et al., 1990; Ferrei-
ra et al., 1998; Arroyo et al., 1995; Migneault 2004; 
Alonso et al., 2005; Betancor, 2006; Mateo et al., 
2007).
Si bien se dispone de diferentes metodologías 
para la inmovilización de lipasas, estas presentan 
dificultades en su aplicación. Por ejemplo la técnica 
de absorción en membranas, caracterizado por su 
simplicidad y bajo costo, es de poca aplicabilidad 
debido a la pérdida enzimática. Por otro lado los 
procesos de inclusión en membrana, presentan 
problemas de transferencia de masa disminuyendo 
la accesibilidad de los reactivos al sitio activo de la 












       (2)
Por su parte, el modelo completo Ping Pong bi bi o 
Mecanismo C se puede expresar de la siguiente forma
rv,hid,C  
(Vmax,f Vmax,r [W ]) [G ]
(Vmax,r Km,G [W ])  (Vmax,r Km,W  Vmax,r [W ])[G ]  X  Y
  (3)
donde





 [G]([G0]  [G])  Vmax,fKeq  ([G0]  [G])
2
[G0] representa la concentración inicial de puentes és-
teres accesibles para la hidrólisis, [G] es la concentra-
ción molar de las moléculas de glicéridos en las proxi-
midades de la lipasa inmovilizada (0  [G]  [G0]). 
rv,hid,i son las velocidades de reacción correspondien-
tes a cada modelo i. El resto son parámetros caracte-
rísticos de los modelos cinéticos, velocidades máxi-
mas, constantes de saturación, inhibición, etc.
Pérdida de la actividad enzimática
La pérdida de la actividad enzimática con el pa-
so del tiempo es un aspecto importante del mode-
lado de procesos catalizados por enzimas. Con el 
objetivo de modelar el sistema, se puede asumir 
que las pérdidas de activación en el proceso ocu-
rren en un solo paso que es caracterizado por una 
expresión de velocidad de primer orden:
a  a0e
kdt
      (4)
donde “a” es la actividad de la enzima en el tiempo, 
a0 es la actividad inicial de la enzima y kd es la 
constante de desactivación de la enzima.
Modelo de la reacción en un reactor Batch
Para obtener los parámetros presentados ante-
riormente, se utilizó un reactor Batch (en las mis-
mas condiciones de trabajo utilizadas para la reac-
ción en continuo). La ecuación que se propone en 
este trabajo para describir el comportamiento del 
reactor discontinuo es la siguiente:
d [G]
dt   rv,hid 
a(t)
a0
       (5)
donde rv,hid es reemplazado por cada uno de los 
modelos propuestos.
Modelo de la reacción en un reactor continuo
Los parámetros cinéticos obtenidos en sistemas 
discontinuos, se incorporan a un modelo de reactor 
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Para ello se llevaron a cabo determinaciones 
experimentales de hidrólisis en sistemas disconti-
nuos (o batch). Se presentan los resultados obteni-
dos en la Tabla 1. 
Los datos que figuran en la tabla 1 fueron ajus-
tados a los modelos dinámicos que involucran los 
aportes antes mencionados. Por ejemplo, la ecua-
ción diferencial que describe la evolución de la con-
centración de ésteres libres y teniendo en cuenta el 
modelo cinético A, quedaría expresada de la si-
guiente manera:
d [G ]
dt   θA1 [G ]e
kdt
       (8)
Ecuaciones similares se pueden obtener para los 
modelos B y C.
A continuación se realizaron los análisis de re-
gresión no lineal para obtener los parámetros aso-
ciados a cada modelo. En todos los casos se aplicó 
el algoritmo de Levemberg-Marquardt. 
En relación a los métodos de estimación, exis-
ten varias alternativas:
a) Linealizar la ecuación de partida, si es posi-
ble, y luego aplicar un método de regresión 
lineal.
b) Aplicar un método de regresión no lineal di-
recto, en caso que se determinen experi-
mentalmente las velocidades.
c) Integrar analíticamente la ecuación diferen-
cial en caso que se determinen experimen-
talmente las concentraciones y luego efec-
tuar regresión lineal o no lineal.
d) Integrar numéricamente la ecuación diferen-
cial en caso que se determinen experimen-
talmente las concentraciones y luego efec-
tuar regresión lineal o no lineal. (Torres et 
al., 2007; Al-Zuhair 2008; Chew et al., 2008). 
Estas expresiones integradas para el mode-
lo A, se exponen en la Tabla 2.
e) Determinar parámetros en forma indepen-
diente, utilizando diferentes rangos de datos 
para cada uno (los rangos de mayor sensibi-
lidad).
neralmente, cambios conformacionales que le con-
fiere rigidez a la estructura tridimensional de la en-
zima. De esta forma la estrategia mixta de 
inmovilización utilizada en el trabajo, no solo re-
suelve los problemas de pérdida enzimática y dis-
minución de actividad sino que representa la op-
ción más viable para el empleo de lipasas 
inmovilizadas en procesos industriales (Balcao et 
al., 1996; Fernandez-Lorente et al., 2006, Hilal et 
al., 2006).
Por otro lado, el empleo de una solución enzi-
mática al 50%, permite la retención de una canti-
dad de agua por parte de la membrana de polietile-
no suficiente para favorecer la formación de una 
interfase agua aceite en el medio de reacción. Es-
tudios enzimológicos previos demuestran que las 
lipasas presentan una estructura peculiar en torno 
al sitio activo, conocida como “tapadera”. En siste-
mas homogéneos se encuentra en una conforma-
ción cerrada, con el centro activo bloqueado, sin 
embargo en interface la tapadera se abre, provo-
cando un cambio total en la superficie del centro 
activo, favoreciendo la interacción entre la enzima 
y el sustrato. (Arroyo et al., 1993; Svendsen, 2000; 
Fernandez-Lorente et al., 2006; Illanes et al., 
2008). Teniendo en cuenta que las grasas y acei-
tes constituyen el sustrato natural en la reacción de 
hidrólisis, este aspecto es de vital importancia, ya 
que simplifica el proceso de up stream y disminuye 
los riesgos de contaminación durante el transcurso 
de la reacción.
3.2. Modelado del proceso
En primer lugar y a los efectos de simplificar los 
modelos de las ecuaciones 1, 2, y 3, se ha llevado a 
cabo una reparametrización y normalización de los 
parámetros (Malcata et al., 1992a, Malcata et al., 
1992 b, Malcata et al., 1992 c). La normalización es 
necesaria para evitar comportamiento numérico 
inestable y para reducir el número total de paráme-
tros. Los resultados de esta serie de operaciones 
matemáticas son las siguientes formas simplificadas 
de las expresiones de velocidad para la reacción de 
hidrólisis para los tres modelos (A, B, C):
Modelo A








1 + θC,2 [G ] + θC,3 [G ]2         (7)
Estos modelos, en combinación con la cinética 
de inactivación de la enzima y los balances de ma-
sa serán aplicados para obtener una estimación de 
los parámetros involucrados.
Tabla 1
Determinación experimental de la producción 
de ácidos grasos libres en ensayos discontinuos 
utilizando la enzima Lipasa B de C. antartica 
inmovilizada en polietileno
Tiempo [min]
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Si bien la alternativa (a) emplea algoritmos de 
regresión que son muy simples en esencia, la 
aproximación lineal implica incertidumbres en la 
estimación asociadas a la propagación de errores 
experimentales, dando lugar a resultados erróneos.
Para mostrar este efecto, se realizaron simula-
ciones de regresión con varianza conocida, dando 
como resultado un error muy superior en la alterna-
tiva lineal en contrapartida a la alternativa (d), no li-
neal con integración numérica (Tabla 3). Por tal 
motivo, la alternativa de regresión (d) fue la em-
pleada en este trabajo.
Realizando un análisis sobre las condiciones de 
inicialización del método, se pudo observar que los 
modelos B y C (ecuaciones 2 y 3) son fuertemente 
dependientes de la inicialización. Esto significa que 
si se varían los valores de inicio de búsqueda del 
algoritmo de optimización, los parámetros encon-
trados al final del procedimiento son distintos. Este 
comportamiento se debe que al utilizar los modelos 
B y C, el sistema presenta mayor cantidad de pará-
metros que grados de libertad. Por lo tanto, estos 
modelos no resultan adecuados para la obtención 
de las constantes cinéticas de la reacción. 
Por otro lado, en el modelo A (ecuación 1), el 
algoritmo de cálculo siempre converge en el mismo 
valor del parámetro, independientemente del valor 
de inicio de optimización. Por lo tanto, los modelos 
B y C fueron descartados y solo se utilizó el modelo 
A en el análisis. Los valores de los parámetros pa-
ra el modelo A se muestran en la Tabla 4 y en la fi-
Tabla 2
Expresiones integradas para el modelo A en 
operación Batch
Tipo de ecuación Expresión integrada
Explícita [G ]  [G0] exp (θA,1kd (exp(kdt)  1))
Implícita t  
1
kd
ln( kdθA,1ln( [G ][G0] )  1))
Tabla 3 
Comparación de los errores de estimación para 
las alternativas a (método de regresión lineal) 
y d (método no lineal con integración numérica), 
para dos varianzas diferentes
Varianza: 0.01
Lineal No lineal (Integr. Numérica)
Error xa Error paramb Error x Error param
6.33% 45.7% 6.68% 18.9%
Varianza: 0.001
Lineal No lineal (Integr. Numérica)
Error x Error param Error x Error param
0.72% 5.97% 0.655% 2.2%
a. Error promedio en los datos experimentales generados 
numéricamente (n = 15).
b. Error promedio en el valor estimado de los parámetros.
Tabla 4
Valores de los parámetros del modelo A
Parámetro
Valor del parámetro 







Representación gráfica del ajuste del modelo A con los datos 
experimentales obtenidos en sistemas batch con la enzima 
inmovilizada.
gura 3 se puede observa el ajuste del modelo a los 
datos experimentales. 
Estos resultados permiten tomar decisiones so-
bre las variables operativas, incluyendo caudales 
de entrada y salida, para lograr una productividad 
óptima en sistemas batch y continuos.
Una vez que fueron obtenidos los parámetros 
utilizando alguno de los métodos planteados, se re-
emplaza su valor en la ecuación para el reactor 
continuo y resolviendo la ecuación diferencial, (en 
este caso se utilizó el método de Runge Kutta de 
alto orden), se obtiene la variación del sustrato o 
producto en el tiempo (Torres et al., 2007; Al-Zu-
hair, 2008; Chew et al., 2008). 
Las Figuras 4 y 5, representan respectivamente 
las variaciones del sustrato y el producto en fun-
ción del tiempo. La integración de las curvas de es-
tos gráficos suministra información sobre: Rendi-
miento, Productividad y Tiempo de vida medio del 
reactor. En el sistema de reacción estudiado, pue-
de observarse que el tiempo de vida medio del 
reactor aumenta a medida que aumenta el tiempo 
de residencia. Por otro lado, la producción de áci-
dos grasos decrece a medida que se acorta el 
tiempo de residencia del sustrato en el biorreactor. 
Definiendo al tiempo de residencia, como el co-
ciente entre el volumen y el flujo de entrada del 
sustrato, podemos afirmar que la velocidad de flujo 
controla el tiempo de residencia del aceite en el 
reactor, lo que a su vez controla el nivel de hidróli-
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derivados constituyeron la base para el desarrollo 
de un modelo matemático cuantitativo, que puede 
utilizarse para simular el proceso y optimizar tanto 
las variables operativas como los aspectos econó-
micos. Los resultados de la simulación computacio-
nal, indican que la conversión lograda por el siste-
ma, depende de distintos factores como el tiempo 
de residencia del sustrato en el reactor y la activi-
dad de la lipasa inmovilizada. Los resultados obte-
nidos en este trabajo representan un aporte impor-
tante para el desarrollo de procesos enzimáticos 
continuos en la Industria de Grasas y Aceites. 
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